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Abstrak. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui waktu inkubasi optimum pada pembentukan 
senyawa N-asetilglukosamin hasil degradasi kitin oleh enzim kitinase dari isolat Pseudomonas sp. 
TNH-54. Penentuan waktu inkubasi optimum dilakukan dengan menginteraksikan kitin amorf 
dengan enzim kitinase pada variasi waktu inkubasi (0 – 72) jam. Jumlah N-asetilglukosamin 
ditentukan dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 493 nm. Dari 
hasil penelitian diperoleh waktu inkubasi optimum yang diperlukan untuk pembentukan N-
asetilglukosamin adalah 36 jam 
 
Kata kunci: kitin, kitinase, N-asetilglukosamin 
 
Abstract. The aim of this experiment were to know the optimum incubation time on formation of N-
acetylglucosamine from chitin using chitinase of Pseudomonas sp. TNH-54. Determination of 
optimum incubation time was done by interact chitin with chitinase at variation of incubation time 
(0-72) hours. Amount of N-acetylglucosamine was determined using Spectrophotometer UV-Vis at a 
wavelength of 493 nm. The result showed that the optimum incubation time required for the 
formation of N-acetylglucosamine is 36 hours 
. 
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PENDAHULUAN 
Kitin merupakan homopolimer dari  -
1,4 N-asetil-D-glukosamin dan merupakan 
polimer kedua terbanyak di alam setelah 
selulosa. Senyawa ini dapat ditemukan pada 
cangkang udang, kepiting, molusca, seranggga 
dan beberapa dinding sel jamur dan alga. Kitin 
merupakan zat padat yang tidak larut dalam 
air, tetapi dapat larut dalam pelarut organik 
seperti asam sulfat, asam nitrat, asam fosfat, 
dan asam formiat anhidrat. Kitin juga dapat 
terurai secara enzimatis dengan menggunakan 
enzim kitinase [1]. 
Kitinase merupakan enzim yang 
mempunyai kemampuan menghidrolisis kitin 
menjadi turunan kitin yang sangat banyak 
manfaatnya. Degradasi kitin secara enzimatis 
telah banyak dilakukan karena merupakan 
metode yang sederhana, cepat dan 
reproduksibel untuk menghasilkan senyawa 
turunan kitin atau kitin oligosakarida [2]. 
Produk hasil hidrolisis senyawa kitin 
memberikan banyak manfaat di bidang 
pertanian dan industri makanan. Senyawa 
oligo-kitin telah dilaporkan dapat membantu 
meningkatkan sistem kekebalan di dalam 
tubuh, memiliki sifat anti bakteri dan anti 
kapang, serta meningkatkan daya tahan pada 
tanaman sedangkan monomernya, yaitu N-
asetilglukosamin dapat digunakan sebagai obat 
untuk mengontrol kadar gula dalam darah, 
sebagai suplemen, anti inflamantory dan 
sebagainya. Untuk kosmetik, senyawa gula ini 
dapat membantu mengurangi hilangnya 
hiperpigmentasi, karena N-asetil-D-
glukosamin dapat membantu mengurangi 
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aktivitas enzim tirosinase yang berperan dalam 
produksi melanin [3]. 
Pada proses pembentukan N-
asetilglukosamin diperlukan suatu kondisi 
optimum tertentu seperti waktu inkubasi 
dimana enzim kitinase dapat bekerja secara 
maksimal dalam mendegradasi kitin sehingga 
dapat dihasilkan N-asetilglukosamin dalam 
jumlah yang tinggi. Jamialahmadi et al. 
(2011), dalam penelitiannya dengan 
menggunakan enzim kitinase yang diperoleh 
dari  Aeromonas sp. PTCC1691. Dari hasil 
penelitian didapatkan produksi maksimum N-
asetil-glukosamin sebesar 79% setelah 24 jam 
inkubasi dengan konsentrasi enzim 2 U mg
-1
. 
Widhyastuti (2007), dalam penelitiannya 
memproduksi N-asetil-D-glukosamin dan N-
asetilkitooligosakarida setelah waktu inkubasi 
48 jam dengan menggunakan kitin koloidal 
dan enzim kitinase yang diperoleh dari 
Aspergillus rugulosus 501.  
Berdasarkan pemaparan diatas maka perlu 
dilakukan penelitian untuk mengetahui waktu 
inkubasi optimum sehingga dapat dihasilkan 
N-asetilglukosamin dalam jumlah yang tinggi. 
 
METODE  
Alat 
Alat – alat yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah Centrifuge 5810 R, 
Spektrofotometer SHIMADZU UV-Vis 1800, 
rotary shaker, magnetic stire, dan peralatan 
gelas 
Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini yaitu kitin, Pseudomonas sp. 
TNH 54, N-asetil-glukosamin (Sigma), NaOH, 
HCl, Etanol, Aseton, Asam 3,5-dinitrosalisilat 
(Sigma), SDS, NaOH, KH2PO4, CaCl2.2H2O, 
Natrium kalium tartarat tetrahidrat.  
 
Pembuatan Kitin Amorf 
 Kitin sebanyak 10 gram dilarutkan ke 
dalam 40 mL larutan NaOH 40% dingin (4
0
C) 
yang mengandung 0,2% SDS kemudian 
disimpan selama 12 jam. Larutan dinetralkan 
dengan HCl 6N, difiltrasi, kemudian dicuci 
dengan etanol, air, etanol, kemudian aseton. 
Setelah itu kitin yang diperoleh dikeringkan 
pada suhu ruang. 
 
Produksi enzim kitinase 
 Koloni tunggal isolat bakteri 
Pseudomonas sp. TNH-54  ditumbuhkan pada 
100 mL media cair  yang mengandung 0,1% 
kitin (b/v) pada suhu 30
o
C. Larutan dikocok 
pada  120 rpm selama 40 jam. Kultur cair 
kemudian disentrifugasi pada 4000 rpm, suhu 
4 C selama 15 menit. Supernatan yang 
diperoleh merupakan enzim kitinase. 
 
Penentuan waktu inkubasi optimum  
  Kitin amorf  konsentrasi 1% sebanyak 2 
mL dilarutkan dalam buffer kalium fosfat dan 
ditambahkan dengan 0,5 mL enzim kitinase 
kemudian diinkubasi selama (0-72) jam 
dengan pengocokan 120 rpm pada suhu 30
o
C. 
Setelah diinkubasi, larutan diletakkan dalam 
penangas air mendidih kemudian didinginkan 
pada suhu kamar. Setelah itu, larutan 
disentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 
4000 rpm dan diambil supernatannya. 
Supernatan diukur serapannya dengan 
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada 
panjang gelombang   493 nm. 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Penentuan Waktu inkubasi optimum 
Hasil penentuan waktu inkubasi untuk 
pembentukan N-asetilglukosamin (NAG) 
ditunjukkan seperti pada Gambar 1. 
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               Gambar  1. Jumlah NAG pada variasi waktu 
                 inkubasi 
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Gambar 1. menunjukkan bahwa produksi 
N-asetilglukosamin meningkat seiring dengan 
meningkatnya waktu inkubasi. Peningkatan 
terjadi mulai dari inkubasi 12 jam hingga 
mencapai titik maksimum pada inkubasi 36 
jam dengan jumlah N-asetilglukosamin yaitu 
sebesar 0,164 mg/mL. Hal ini kemungkinan 
dikarenakan enzim mulai mendegradasi kitin 
dengan memutus ikatan glikosida yang 
menghubungkan antar monomer pada kitin 
sehingga terbentuk senyawa yang lebih 
sederhana dalam bentuk oligomer kitin dan 
monomer N-asetilglukosamin. Menurut 
Wulandari (2009), pada saat proses hidrolisis 
berlangsung sebagian kitin masih terhidrolisis 
dalam bentuk oligomer dan belum terdegradasi 
secara sempurna menjadi N-asetilglukosamin. 
Setelah melewati waktu inkubasi 36 jam mulai 
terjadi penurunan jumlah NAG. Hal ini 
kemungkinan dikarenakan enzim terdenaturasi 
selama reaksi berlangsung atau terjadi 
penghambatan saat proses pembentukan N-
asetilglukosamin [4]. Menurut Widyastuti 
(2007), senyawa kitooligosakarida dan N-
asetilglukosamin hasil hidrolisis kitin oleh 
kitinase pada konsentrasi yang tinggi akan 
dapat menyebabkan inhibisi umpan balik 
karena kelebihan N-asetilglukosamin sebagai 
produk akhirnya. Dalam proses pembentukan 
senyawa N-asetilglukosamin, kitinase dapat 
dihambat secara kompetitif oleh beberapa 
senyawa. Penelitian lain menyebutkan bahwa 
kitinase dapat dihambat oleh alosamidin dan 
beberapa senyawa selain gula. [5]. 
 
Simpulan 
       Berdasarkan hasil penelitian di atas, dapat 
disimpulkan bahwa waktu inkubasi yang 
optimum untuk pembentukan senyawa N-
Asetilglukosamin hasil degradasi  kitin secara 
enzimatis adalah 36 jam. 
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